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論 文 内 容 要 旨
序論
生体色素群の1っ であ るカロテ ノイ ドは、主 として黄色～赤色 を示すC40の テ トラテル
ペ ンであ り、微生物、植物、動物界に広 く分布す る。微生物 と植物 は生合成能を有す る
が、動物 はその能力を有 しないため に食物 より摂取 し、代謝 ・蓄積 して いる。最近、抗酸
化作用、免疫増強作用、抗 ガ ン、抗発ガ ンな どの作用が見 いだ され 、生理学 ・栄養学的な
意味か らも、カ ロテ ノイ ドが注 目を集めて いる。近年 の分離 ・分析技術の発達に伴 い、こ
れまで600種 を越え るカ ロテ ノイ ドが動物、植物、微生物か ら単離 ・構造決定 されてお
り、細菌のカ ロテノイ ドにつ いても、多 くの研究がなされている。 しか し温泉 に分布す る
高度好熱菌や海洋細菌のような特殊な環境に生育す る細菌 にっ いては、土壌細菌な どの一
般細菌 と比較 して微生物学研究は遅れてお り、同時にそれ らの生産す るカロテノイ ドにつ
いて も未解明な成分が存在す る。
これ らの ことを踏まえ、本研究では、好熱細菌お よび海洋細菌を対象試料 として、新規
カロテ ノイ ドの化学構造解析、および有用カ ロテ ノイ ド生産株 の探索を中心 として、以下
の項 目について解明を行 った。
1,高 度好熱細菌㍑ ㎜ ロ5酌e㎜qρム加5の 生産す る主カロテ ノイ ド成分 として新規 カロテノ
イ ド配糖体脂肪酸エステル3種 を単離 し、化学構造を解明 した。
2.広 く海洋細菌を採取 し、刃aγoδacfe蜘加sp.P99・3株 の生産す る榿色 カ ロテノイ ドを単
離 し、化学構造を解明 した。
3.有 用カロテ ノイ ドastaxan出inの生産細菌を探索 し、A望oδaα副磁a砿 即'ゴac〃加が
astaxanthh1を生産す るこ とを確認 した。
4,Aastaxanthin生 産細菌Aa・ 湖 丘ゴ鋤 π1より、astax{mthinと その前駆体10種 のカロテ ノイ ド
を検 出 ・同定 し、生合成経路を推定 した。
5,3種 の海洋細菌の生産す る高極性 カロテ ノイ ドにつ いて検討 し、6種 の新規 カロテノイ
ド配糖体、 トリヒ ドpキ シ体、硫酸エステル体 の化学構造を解明 した。
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第1章 高度好熱菌の生産する新規カロテノイ ド配糖体脂肪酸エステル類
高 度 好 熱 性 真 正 細 菌7hθ 撫 〃5属 は 、 黄 色 カ ロ テ ノ イ ドを 生 産 す る こ と が 知 られ て い る
が 、 そ の 化 学 構 造 は 未 解 明 で あ った 。 そ こ で カ ロ テ ノイ ド過 剰 生 産 株71伯e£ 阻qρh伽5
Cop101(pCOP1)を 大 量 培 養 して 、 カ ロテ ノ イ ドを 抽 出 ・精 製 し 、1a・c,2a・c,3a・cの9種 の
成 分 を 単 離 した 。
化 合 物1aの1DIHNMR(Fig,1)は 、 カ ロ テ ノイ ド、 糖 お よ び 脂 肪 酸 に 特 徴 的 な シ グ ナ ル
を 示 した 。 カ ロ テ ノイ ド部 分 は(3R,3暫R)・3・substi加ted・zcaxanthin、 糖 部 分 は6・0・acyl・β」D・
gluc。seと 同 定 さ れ た 。 脂 肪 酸 部 分 は 末 端 の2っ の ダ ブ レ ッ トメ チ ル お よ び メ タ ノ リ シ ス 生
成 物 の 標 品 と のGC・MSに よ る 比 較 に よ っ て11・methyidodecanoatc(iC13)と 同定 さ れ た 。 さ
らに 、NOESYとHMBCの 結 果 と合 わ せ て 、1aを 新 規 カ ロ テ ノ イ ド配 糖 体 エ ス テ ル
the㎜ozeaxanthin・13(zcaxanthin・ 降D・glucosidc・iC13cster)と 決 定 し た(Fig.2)。 同 様 に 主 と し
て1aの デ ー タ との 比 較 に よ っ て 、thcrmozeaxanthin-15(1b)お よ び 同 ・17(1c)を 決 定 し た 。
化 合 物2a・cの1DIHNMRで は 、 カ ロ テ ノ イ ド1分 子 に 対 して グ ル コ ー ス お よ び 分 岐 飽 和 脂
肪 酸 各2分 子 が 観 測 され た 。1HNMRに よ る1aと の 比 較 、HRFABMSお よ びGC・MSの 結 果
よ り、thermbbiszeaxanthin・13・13(2a)、 同 ・13・15(2b)、 同 一15-15(2c)の 構 成 を 有 す る
zeax鋤thin・ β・diglucosideのbis・fattyacidエ ス テ ル と決 定 した(Fig,2)。1HNMRに お い て3a・c
は 、 力 ロテ ノ イ ド部 分 の 一 方 のcndgroupの み が1aと 異 な っ て お り 、3・substituted・β・
cryptoxanthinと 帰 属 され 、 最 終 的 に はthemocryptoxahthh1・11(3a)、 同 ・13(3b)お よ び 同 ・15
(3c)を β・cryptoxanthin・monoglucosi¢ のiC11、iC13お よ びiC15エ ス テ ル 体 と 決 定 した(Fig.
2)。
細 菌 に お け る カ ロ テ ノ イ ドの 役 割 の 一 つ に 、C40の 分 子 長 が 脂 質 二 重 層 の 厚 さ に 丁 度 一
致 し、 脂 質 二 重 層 を 縦 型 に貫 通 して 補 強 して い る こ とが 報 告 され て い る 。 本 菌 株 の 生 産 す
る カ ロ テ ノ イ ド配 糖 体 エ ス テ ル は 、 疎 水 ・親 水 ・疎 水 性 の 特 異 な 構 造 を 有 す る こ とか ら、
Fig.3に 示 す よ う に 脂 質 二 重 層 を 「カ ギ 型 」 に 貫 通 し、 高 温 に お け る 細 胞 膜 の 安 定 化 に 寄
与 す る 要 素 の 一 つ と な って い る と推 定 し た 。
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第2章 海洋細菌の生産す るモ ノサイ クリックカロテノイ ドmyxd
日本沿岸およびヤ ップ、パ ラオの南太平洋海域の海水、底泥、カイメ ン等の無脊椎動物
か ら、海洋細菌約2,000株 を分離 した。その中で榿～赤色を示す コロニー約50株 につ いて
液体培養を行 い、TLCに よ りカロテ ノイ ドの分布を調べた。パ ラオ産カイメ ン
恥 加既血¢"asp・より分離 した月aγoδac'副m2sp.P99・3株 について、大量培養後、抽出 ・精製
し、榿色の主成分4を 得 た。各種機器分析 の結果 、4を モ ノサイ クリックカ ロテノイ ド
my琴01と同定 され'た(Fig,4)。Myxo1は 、 ラン藻の生産す るmyxoxanthophy正 正(myxol21・0・
rhamnoside)の アグ リコンとして知 られ ているが、今 回天然物 として初めて単離された。
第3章 海 洋 細 菌 の 生 産 す る有 用 力 ロテ ノ イ ドastaxanthinお よ びadonix㎝thh1
Astaxanthinは エ ビ、カニ、マダイ、サケな どの海洋生物に広 く分布 する赤色カロテノイ
ドとして知 られてお り、養殖魚介類 の色揚げ剤 として有用で ある。本章では、海洋細菌に
着 目しastaxanthin生産能を有す る細菌の探索を行 った。
前章 で述べた海洋細菌カロテ ノイ ドの皿'C分 析 による探索 において、沖縄県慶良間列 島
海水 より分離されA8roわa伽 融加auエaπ舶cロ加 と同定 された株 の生産す るカロテ ノイ ドのRf
値が、astaxanthin標 品 と一致す ることを見 出した。そこで大量培養後、抽出 ・精製 し、5
および6を 得 た。VIS,1HNMR,EIMS,CD,光 学分割HPLC分 析 の結果 、5(Fig,5)は 、.(35,
3'の・astaxanthin、化合物6は(35,31R)一adonixanthlnの デー タと完全 に一致 した。
現在、astaxanthinの 供給源 としては有機合成品のほか天然物 由来の もの としてナンキ ョ




第4章Astaxanthin生 産 海 洋 細 菌 に お け るastaxanthin生 合 成 経 路 の 推 定
前 章 で 述 べ たastaxanthin生 産 細 菌A8ロ ∫鋸 加 ロ加 は 、astaxanthinの ほ か 、 そ の 前 駆 体 と考
え られ るadQnixanthinも 生 産 す る 。 こ の こ とは 、 他 のastaxa皿thin生 産 微 生 物(緑 藻 や 酵 母 、
Fig.6)で は 見 られ な い 現 象 で あ る の で 、astaxanthin生 成 に 至 る 生 合 成 経 路 に 興 味 が 持 た れ
た 。 ま た 、 工 業 生 産 の た め の 基 礎 デ ー タ を 得 る 上 で も 重 要 で あ る の で 、 前 駆 体 の 化 学 分 析
に よ る 生 合 成 経 路 、 特 に カ ロ テ ン の 酸 化 経 路 の 解 明 を 試 み た 。
Aaロra曲 σ磁 を 堆 養 液 と空 気 との 接 触 面 積 の 異 な る3種 の 条 件(Fig.7)で 培 養 し 、ODS-
HPLCに よ って 抽 出 液 を 分 析 した 。 さ ら にVIS、EIMS、1DIHNMR、CDに よ り各 成 分 を
同 定 し た(Fig.8)。 そ の 結 果 、astaxanthin,adonixanthin以 外 に 推 定 前 駆 体 と考 え られ る8種
の カ ロ テ ノ イ ドβ・carotene,echinenone,β ・cryptoxanthin,3-hydroxycchineno且e,canthaxanthin,
31-hydroxyechinenone,zeaxanthin,adonirubinを 検 出 ・同 定 した 。 こ の こ と よ りAa砿 躍 ゴacm2
は 、 β一carotene合 成 後 、3位 、3「位 の2回 の 水 酸 化 お よ び4位 、4「位 の メ チ レ ン基 の ケ ト基 へ
の2回 の 酸 化 を 経 てastaxanthinを 合 成 す る 新 規 生 合 成 系 を 有 す る と推 定 さ れ た 。 そ の 反 応
順 序 は 培 養 条 件 に よ り コ ン トロ ー ル され る と考 え られ た(Fig.9)。
第5章 海洋細菌の生産する新規高極性カロテノイ ド類
(1)上 述のA.a臨 副 ∫acμ加の高極性画分 に新 たなカロテ ノイ ドが確認 されたので、大量培
養後、抽出 ・精製 し、2つ の高極性成分(7お よび8)を 単離 した。HRFABMSに より7は 、
astaxanthinのヘキ ソース誘導体 と推定 された。各種NMR、astaxanthinと のCDに よる比較た
よ り・7の 力 只 テ ノイ ド部 分 を(3S'撃subsiituteφastax㎝thinと 同牢 し た ・ ま#・ 獺 分
は ケ ミカ ル シ フ ト、 結 合 定 数 よ りβ一D・glucoseと 同 定 した 。NOESYの 相 関 の 結 果 を 合 わ せ
新 規 カ ロテ ノ イ ド配 糖 体(3∫,3,$・astaxanthin・ β・D・glucoside(7)を 構 造 決 定 し た(Fig,10)。
同 様 に8を 新 規 カ ロ テ ノ イ ド配 糖 体(35,31R)・adonb【anth血 ・β・D・glucosidcと 決 定 した 。
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(2)硫 黄 島 海 域 海 水 よ り分 離 したSD・212株(蕗8ロdα 加 ηa5と 仮 同 定)に つ い て 、 夫 量 培 ・
養 ・抽 出 ・精 製 を 行 い 、5つ の 高 極 性 成 分(9・13)を 単 離 し た 。VIS,HREIMS,NMR,CDに
よ っ て 、2種 の 新 規 トリ ヒ ドロキ シ ケ トカ ロ テ ノ イ ド、(2R,35,31畠 。2・hydroxyastaxanthin
(9)と(2R,33,3'R)・2・hydroxyado血Xanthin(10)を 構 造 決 定 し た(Fig.11)。 ま た 、astaxanthin
お よ びadonixanthi皿 の 生 産 を 確 認 した ほ か 、crythloxanthin(11)、 そ して2種 の テ トラ ヒ ドロ
キ シ 体(12お よ び13)を 同 定 し た(Fig・11)。 、
(3)パ ラ オ 海 域 海 水 よ り分 離 したPC・6株(π ∂"加 ω錨 α切 と仮 同定)に つ い て 、 大 量 培
養 ・抽 出 ・精 製 を 行 い 、4つ の 高 極 性 成 分(13・16)を 単 離 した 。 化 合 物14は 、HRFABMSに
よ っ て2,3,21,3「・tetrahydroxy・β,β・caroten・4・one(13)の モ ノ 硫 酸 エ ス テ ル 体 と分 子 量 が 一 致
し、 各 種 機 器 分 析 にrkっ て 、 新 規 カ ロ テ ノ イ ド硫 酸 エ ス テ ル 、(2R,35,2'R,3'R>4・
ketonostoxanthin31・sulphateと 構 造 決 定 し た(Fig,12)。 同 様 に15を 新 規 カ ロ テ ノ イ ド硫 酸 エ
ス テ ル 、(2R,3R,2'R,3'R)・nostoxanthin3・sulphateと 構 造 決 定 した(Fig.12)。
(4)3種 の海洋細菌 より単離 ・構造決定 され、6種 の新規高極性カ ロテ ノイ ド類は、
astaxanthinやadonixanthinな どか ら誘導 され たものであ り、生合成、.特に最終生産物が株 に
よって異な る点で非常に興味深い。また、astaxanthh1と 同一基本骨格 を有す る親水性の高
い化合物であるこ とか ら生物活性 の面で も興味が持 たれ る。
総括
1.高 度好熱性細菌7加m2囎 曲δ磁qρ力加5の 主カ ロテノイ ド成分を単離.し、新規力 ロテ
ノイ ド配糖体脂肪酸エステルthennozeaxanthin類 、thelmobisz。axanthin類 、themlocryPto・
xanthi皿類の構造を決定 したb本 カ ロテ ノイ ド類は、細胞膜 の脂質二重層を カギ型 に貫通 し
高温におけ る細胞膜の安定化 に寄与 して いる と考え られ る。
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2,日 本沿岸および南太平洋海域 より2,000株 の海 洋細菌を分離 した。パ ラオ産 カイメ
「ン肋
m側 勉伯sp.よ り分離 したπ8δ〇四cホδ施 加sp,P99-3株 の生産す る榿色 カ ロテ ノイ ドを単
離し、構造解析の結果、天然物 として初めてmyxolを 同定 した。
3.沖 縄海域海水 よ り分離 され た・48τoδa鷹加加a邸 顯舶cロ加の生産す るカロテ ノイ ドに
ついて、大量培養後精製 し、各種機器分析によ りasta塑nthinおよび主成分 として
adonixan　hinを 同定 した。Astaxanthin生 産微生物 としては、 緑藻や酵母が知 られて いる
が、今回初めて細菌 による生産を確認 した。
4.Aastaxanthin生 産 細 菌A8α ㎜ 舶Fα躍 の 生 産 す る カ ロ テ ノ イ ドに つ い て 、 各 種 機 器 分
析 に よ り、astaxanthin,adonixanthh1の ほ か 、 そ の 前 駆 体 と推 定 さ れ る8種 の カ ロ テ ノ イ ドを
検 出 ・同 定 した 。A甜 ㎜ 鉱acロmは 、 β・carotene合 成 後 、3位 、31位 の2回 の 水 酸 化 お よび4
位 、4'位 の2回 の メ チ レ ン基 の ケ ト基 へ の 酸 化 を 経 てastaxanthinを 生 成 す る 新 規 生 合 成 系 を
有 す る と推 定 さ れ た 。
5.海 洋細菌A3町 ㎝舶cロ加 より2種 の新規 カロテノイ ド配糖体を単離 ・構造決定 した。
また、海洋細菌SD・212株 よ り2種の新規 ヒ ドロキ シカロテノイ ドを構造決定 した。さら
に、海洋細菌PG6株 よ り2種の新規 カロテノイ ド硫 酸:エステルを構造決定 した。 これ ら、
カロテノイ ド類はastaxanthinやado亘ix㎝thinな どか ら誘導 されたものであ り、生合成や、生
理的役割の面で非常 に興味深い。また、astaxa就hinと基本骨格が同一 あ りなが ら、親水性
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論 文 審 査 の 要 旨
カ ロテ イ ノ ドは微 生物,植 物,動 物 に広 く分 布 す る生 体 色素 群 で あ る。 動 物 は 生 合 成 能 を有 し
な いの で食 物 よ り摂 取 し,代 謝 ・蓄 積 す る。 ビ タ ミ/Aの 前駆 体 と して の役 割 に 加 え て,近 年 は
抗 酸 化 作 用,免 疫増 強作 用,抗 が ん作 用,抗 発 が ん 作 用 等 の多 様 な機 能 が 明 らか に され つ つ あ る。
また,動 物 の 体 色 改 善や 食 品 の着 色 等 の産 業 的 用 途 も広 い 。本 研 究 は高 熱 の 温 泉 や海 洋 等 の特 殊
環 境 下 に 生息 す る細 菌 の カ ロテ ノ イ ド色 素 の 化 学 構 造 と生 合成 経 路 を明 らか に す る こ とを 目的 と
して行 わ れ た。
最 初 に 高 度好 熱 細 菌Thermusthermophilusの 主 カ ロ テ ノ イ ドに つ い て 検 討 し,新 規 カ ロ テ
ノ イ ド配 糖 体 脂 肪 酸 エ ス テ ル と し てtherm。zeaxanthln類,thermoblszeaxanthin類,
thermocryptoxanthin類 の 化 学構 造 を決 定 した 。 また,そ の構 造上 の特 性 に基 づ い て,本 カ ロテ ノ
イ ド類 が細 胞 膜 の脂 質 二 重 層 を カギ 型 に 貫 通 し,高 温 に お け る膜 の 安定 化 に 寄与 して い る と推 定
した。
海 洋細 菌 と して は,ま ず,Flavobacteriumsp.P993株 か らmyxolを 単 体 と して は初 め て単 離 し
た 。 次 い で,Agrobacteriumaurantiacum及 び 海 洋 細 菌SD-212株 か らastaxanthin及 び
adonixanthinを 同定 した 。Astaxathlnは 養 殖 魚 介 類 の 体 色 改善 剤 と して 産 業 的 に 重要 で あ り,緑
藻 や赤 色酵 母 に よる生 産 が 知 られ て い た が,細 菌 に よる生 産 の 確 認 は今 回 が初 め て で あ る。 さ ら
に,A.aurantiacumか らは8種 のastaxanthin及 びadonixanthin前 駆 体 を 検 出 ・同 定 し,β 一
caroteneの3位,3'位 へ の水 酸 基 導 入,及 び4位,4'位 の ケ ト基 へ の酸 化 を経 るastaxanthinの 新
規 生合 成 経 路 を 解 明 した 。 この知 見 に基 づ い て,astaxanthin生 合 成 系 遺 伝 子crtWが 初 め て 特 定
さ れ,本 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ドさ れ た 酸 化 酵 素 に よ り,β 一caroteneやzeaxanthinか ら
canthaxanthinやastaxanthinが 生 合 成 され る こ とが 明 らか に され た 。 さ らに,糖 や 水 酸 基,ケ ト
基 を有 す る新 規 カ ロテ ノイ ド類 を単 離 ・構 造 決 定 し,水 溶 性 色 素 と して の 産 業 的 重 要 性 を 指 摘
した。
以上 の よ うに,本 論文 は特 殊 環 境 細 菌 の カ ロテ ノイ ドの 単離 ・構 造 決 定 を 介 して,新 規 生 合 成
経 路 の発 見 と遺 伝 子 の特 定 を行 い,さ らに産 業 的 応 用 を も展 望 した 重 要 な 成 果 を 含 ん で い る。
よ って,博 士(農 学)の 学 位 を授 与 す るに 値 す る と判 定 され た。
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